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. RESUMEN

Antecedentes. La pérdida de la regulacibn de la expresidbn génica es una
caracteristica fundamental del céancer, las modificaciones epigenéticas alteran la
expresion genética y en consecuencia desempefian un papel importante en la
carcinogeénesis. La integracion del ADN viral en infecciones persistentes con tipos
oncogénicos del Virus de Papiloma Humano (VPH) estd asociada con la progresion
de las lesiones precursoras a cancer cérvicouterino (CaCU). La metilacion en la
region promotora del ADN del VPH se asocia con la inactivacion transcripcional y la
regulacion de su expresion geénica.

Objetivo. Determinar el patrén de metilacion de la Region Larga de Control (LCR) en
el ADN de VPH 16 integrado al genoma celular.

Material y métodos. Se analizaron cinco muestras de pacientes con CaCU y cuatro
muestras con citologia normal con ADN de VPH 16 integrado al genoma celular. La
deteccién del VPH se realiz6 utilizando iniciadores para MY09/11 o GP5+/6+ y la
tipificacion se hizo mediante RFLPs o secuenciacion. El estado fisico viral se
determiné por presencia o ausencia de un fragmento de 1027 pb para el gen E2, el
cual se elimina durante la integracion viral. Los sitios CpG metilados se detectaron
por modificacion del ADN con bisulfito de sodio, amplificacién de las regiones virales:
L1-5’LCR (distal), central (enhancer) y 3’LCR (promotor), clonacion en TOPO TA y
secuenciacion.

Resultados. Los resultados indican que la metilacion fue mas frecuente en el
promotor de la LCR en citologias normales y en la porcion distal de la LCR en CaCU.
El enhancer no estd metilado en CaCU y en citologia normal.

Conclusion. La integracion del genoma viral en citologia normal y CaCU no indujo

una metilacion homogénea en la LCR de VPH 16.

Palabras clave: Metilacion del ADN, Region Larga de Control (LCR), VPH 16
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Methylation analysis of HPV 16 DNA integrated into the cellular genome

[I. ABSTRACT

Background. Loss of gene expression regulation is a key characteristic of cancer;
epigenetic modifications alter gene expression and thus play an important role in
carcinogenesis. Integration of viral DNA in persistent infections with oncogenic types
of Human Papillomavirus (HPV) is associated with progression of precursors lesions
to invasive uterine cervix cancer. The methylation in the promoter region of HPV DNA
Is associated with transcriptional inactivation and gene expression regulation.
Objective. To determine the methylation pattern in the Long Control Region (LCR) of
HPV 16 integrated into the chromosomal DNA.

Materials and methods. We analyzed five samples from patients with uterine cervix
cancer and four samples with normal cytology with integrated HPV 16 DNA into the
chromosomal DNA. HPV detection was performed with MY09/11 or GP5+/ 6+ primers
and typing with sequencing of PCR products or RFLPs. The viral physical estate was
determined by the presence or absence of a fragment of 1027 bp from the E2 gene
that is deleted during the viral integration. Methylated CpG sites were detected by
modifying DNA with sodium bisulfite, amplification of the viral regions: L1-5LCR
(distal), central (enhancer) and 3'LCR (promoter), cloning with TOPO TA and
sequencing.

Results. The results indicate the promoter region of the LCR is more frequently
methylated in normal cytology and in the distal region in cancer. The enhancer is
neither methylated in cancer and normal cytology.

Conclusion. Integration of the viral genome in normal cytology and cancer seems not

to induce a homogeneous methylation of the LCR of HPV 16.

Keywords: DNA methylation, Long Control Region (LCR), HPV 16
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ll. INTRODUCCION

La infeccién persistente con Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo,
tales como VPH 16 y 18, son un factor de importancia en la etiologia de los canceres
anogenitales, especificamente en CaCU. Esta nocion estd basada en evidencias
epidemioldgicas que identifican un riesgo relativamente alto de progresion a cancer
asociada con la infeccion de VPHSs de alto riesgo.

Con alrededor de 500,000 nuevos casos y 273,000 muertes cada afo, el
cancer ceérvicouterino contribuye significativamente a nivel mundial a la morbilidad y
mortalidad relacionada a cancer*?. Estudios han mostrado que las lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) y las lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado (LEIAG) presentan diferentes caracteristicas genéticas y
virales, que bajo ciertas circunstancias progresan a lesiones mas severas y a
CaCU**. La mayoria de las lesiones asociadas a VPH regresan espontaneamente,
indicando que alteraciones gendmicas adicionales son necesarias para la progresion
a cancer™”’.

Se ha sugerido que la integracion de VPH 16 al genoma de la célula huésped
es un paso asociado con la progresién neoplasica®. Estudios in vitro con lineas
celulares han demostrado que las células del epitelio cérvicouterino con VPH 16
integrado poseen una ventaja selectiva de crecimiento comparada con aquellas

células que mantienen genomas de VPH 16 como episomas®™'.

En general, la
frecuencia de la integracién viral de VPH 16 incrementa de forma paralela con la
evolucion de las lesiones cervicales®2. Estudios han sugerido que la integracién viral
puede representar un riesgo de progresion a tumor, ya que este fendmeno ocurre
muy frecuentemente en la region E2, la cual da lugar a la expresion descontrolada de
E6 y E7, aunque en otros casos la integracion puede darse en la region E13%34,
Aunado a esto, se ha observado que los mecanismos epigenéticos que influyen en la
conformacion de la cromatina favoreciendo o reprimiendo la expresion de genes,
pueden jugar un papel principal en la modulacién transcripcional de VPH™2. Uno de
estos mecanismos que afectan la conformacion de la cromatina es la metilacion del

ADN, especificamente la ocurrida en los dinucleétidos Citosina-Guanina (CpG)**%.
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Los dinucledtidos CpG metilados (meCpG) son sitios de union de represores tales
como MeCP2, que alteran la conformacion del nucleosoma a través de su interaccion
con desacetilasas de histonas (HDACs) de manera que no favorecen la
transcripcion?%#%’,

Evidencias recientes sugieren que los genomas de VPH 16 y 18 se pueden
metilar pero aparentemente en diferentes patrones y en un contexto patolégico
diferente’>'"?*39 varios estudios se han enfocado en el patrén de metilacién de la
region larga de control (LCR) de VPH 16, ya que en este segmento se encuentran
cuatro sitios de unién para la proteina E2 conocidos como E2SB, los cuales son de
suma importancia para la regulaciéon de la transcripcion de los genes virales durante
su ciclo de vida®3*. El hecho de que E2 se una a sus sitios E2SB bloquea la union
de factores de transcripcion, especificamente al promotor p97, de esta manera se
regula la transcripcién de E6 y E73.

La LCR en base a sus funciones se divide en tres segmentos (Figura 1) y
posee 16 sitios CpG?°, el primer segmento es el 5 o distal, con un contenido
extraordinariamente alto de A+T (por arriba del 85%), contiene también un elemento
regulador negativo que actla para nivelar la estabilidad del ARN mensajero y una
region de union a matriz nuclear que reprime la expresion de proteinas; el segmento
central o enhancer parece funcionar como un aumentador transcripcional epitelio
especifico, por ultimo, el segmento 3’ o promotor contiene el origen de replicacion y
el promotor de E6 y E7, denominado p97*3333537,

Se ha mostrado que multiples factores de transcripcion celular se unen in vitro
a mas de 20 sitios dentro de la LCR (Figura 1), tales como AP-1, NF-1, Oct-1, TFIID,
Spl, MSPF, GR y TEF-1 que modulan positivamente la transcripcion3>33841
ademéas de YY1 y E2 que la modulan negativamente'??*#?** | os hallazgos de
metilacion en esta region indican que la LCR se encuentra metilada en especimenes
con citologia normal, que la metilacion disminuye en LEIBG y se observa una
hipermetilacion en LEIAG y CaCU, estos hallazgos parecen indicar que los diferentes
estados de metilacion en los diferentes grados de lesion estan dados por el estado

3,15,17,29,30,34,45

fisico del virus , ya que segun la historia evolutiva de las lesiones en las

infecciones iniciales del epitelio cérvicouterino y en las LEIBG el genoma viral se
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encuentra en estado episomal y el hecho de que los genomas virales se integren al
genoma celular es lo que propicia a una evolucion mas rapida de una LEIAG a
CaCuU” %1132 gin embargo, en estos estudios donde se determiné el patrén de
metilacion de la LCR no se logré6 comprobar el estado fisico viral.

Kim et al., formularon una hipétesis al respecto, en donde indicaron que la
metilacion de CpGs representa en el genoma de los vertebrados un mecanismo de
defensa contra ADN foraneo®. Entonces, pareciera que el VPH tiende a utilizar esta
magquinaria para regular su transcripcion cuando éste se encuentra en estado
episomal, y que esta situacion cambia cuando ocurre el “suicidio” de su ciclo de vida

en la integracion.

Segmento 5’ Segmento central Segmento 3’
et < e
Terminacion de la Aumentador {enhancer) Promotor E6/E7

transcripcion <=
L1 PA
—_L

7150 '~

1l £ |

Tl ~ | =

Sitios CpG
S LCR R

Region conservada y
expresada en tejido con
cancer y lineas celulares

L1 con VPH

6000

Region de ruptura
durante la integracion al
genoma celular

Figura 1. Mapa gendémico del VPH 16. En la parte inferior se ilustra el genoma viral que esta dividido
en tres regiones de mando: la regién temprana E (en azul), la region tardia L (en rojo) y una region
larga de control no codificante (LCR en purpura)®. En la parte superior se ilustra la LCR, los factores
de transcripcibn que se unen a esta region y la ubicacién de 19 sitios CpG (lineas verticales
rojas)32,35,38'
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No obstante, no se conoce el patrén de metilacion de la LCR del ADN de VPH
16 que esta integrado al genoma celular de especimenes con citologia normal,
lesiones precursoras y CaCU. Por tanto el objetivo de este trabajo fue determinar el
patron de metilacion de la LCR en el ADN de VPH 16 integrado al genoma celular en
especimenes con citologia normal y CaCU. Estos resultados permitiran saber si la
metilacion juega un papel importante en la carcinogénesis y si éste patron de
metilacion es homogéneo en CaCU como en citologia normal y compararlo con los

patrones de metilacion anteriormente reportados.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1 Material genético de biopsias de CaCU y citologia normal

Del Banco de ADN del Laboratorio de Biomedicina Molecular de la Unidad
Académica de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad Autonoma de
Guerrero, se seleccionaron 5 muestras de cancer cérvicouterino y 4 con citologia
normal con VPH 16 integrado al genoma celular. Las caracteristicas de la poblacion
seleccionada se muestran en el cuadro 1. La presencia de VPH 16 fue determinada
por MY09/11-RFLPs o GP5+/6+ y secuenciacion. La integracion de VPH fue
comprobada por la no deteccion de un producto de 1027 pb para el gen E2 utilizando

los oligonucleétidos E21/11*7.

Cuadro 1. Caracteristicas de las muestras de cancer cérvicouterino y citologia normal

MUESTRAS DE CaCU MUESTRAS DE CITOLOGIA NORMAL

wcomoecy
16 16 16 16 16 16 16 16 16

Tipo viral

Estado fisico INT INT INT INT INT INT INT INT INT
Variante E-G185G E-350G AA-a E-350G AA-a

Edad de la paciente (afos) 73 50 63 44 82 53 37 49 20
Menarca (afios) 14 15 15 12 15 13 15 13 15
Ed~ad de inicio de menopausia 40 49 46 43 50 - e a8 e
(afos)

Ed~ad deinicio de vida sexual 13 18 20 14 22 17 28 18 18
(afios)

Numero de compafieros 2 a ) 5 a

sexuales

Gestas 10 9 12 5 7 10 2 3 1

Diagnostico histopatolégico CaCE CaCE CaCE CaCE ACa

Clasificacion FIGO IVA 1B nBs 1B A

(INT) Integrado; (-) No se tiene el dato; (S/E) Sin etapa; (CaCE) Carcinoma celular escamoso; (ACa) Adenocarcinoma

IV.2 Lineas celulares
Se utilizaron las lineas celulares SiHa y CaSki que fueron proporcionadas en
el Laboratorio de Virus y Cancer de la Unidad de Investigacion Biomedica en Cancer
de la UNAM con sede en el Instituto Nacional de Cancerologia. La extraccion del
ADN de las lineas celulares se realiz6 con el kit de extraccion de ADN de QIAGEN.
SiHa y CaSki son lineas celulares de CaCU. En SiHa, hay de una a dos copias

del genoma de VPH 16 que estan integradas en E2 (ruptura en las posiciones 3132 y
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3384), con una pérdida de 251 nucleotidos de la secuencia viral y 7.8 kb de ADN
celular flanqueando al sitio de recombinacién*®#°. Las células CaSki contienen 500
copias de ADN de VPH 16 integrado en numerosos loci, la mayoria esta
transcripcionalmente silenciado, posiblemente debido a un mecanismo de represion

epigenética*®°.

IV.3 Pld&smido psVPH-16

El plasmido psVPH-16 (proporcionado en el Laboratorio de Virus y Cancer) se
utilizé como control negativo de metilacion del ADN del VPH. Se transformaron
células competentes de Escherichia coli DH5a y el ADN plasmidico se extrajo a
través de la técnica de Minipreps por lisis alcalina®*. Se comprob6 la integridad de la
region LCR de VPH 16 por restriccién con la enzima Pstl. El plasmido fue linearizado

con la enzima Sall y se purificé utilizando el kit de purificacion de ADN de Promega.

IV.4 Modificaciéon del ADN viral y gendmico con bisulfito de sodio

Se comprobd la integridad del ADN realizando una PCR para el gen de la [3-
globina. Se sometieron a modificacién 60 ng del plasmido psVPH-16 y 1000 ng del
ADN de muestras clinicas y de las lineas celulares SiHa y CaSki utilizando el kit para

metilacion del ADN EZ de Zymo Research.

IV.5 Amplificaciéon de los segmentos 5°, central y 3’ de la LCR de VPH 16
modificado con bisulfito de sodio

Al ADN modificado se le realiz6 una PCR para los segmentos 5’, central y 3’
de la LCR de VPH 16 con los iniciadores reportados por Kalantari'®, los cuales fueron
disefiados teniendo en cuenta que el bisulfito ademas de modificar el ADN no
metilado produce rupturas en el ADN, por tanto, resulta imposible amplificar con
mucha eficiencia por PCR extensas regiones de ADN gue excedan algunos cientos
de pares de bases. Debido a esta limitante, el disefio de los oligonucleétidos se
fraccion6 para amplificar los tres segmentos de la LCR.

El segmento 5’ o distal de la LCR se amplificoO con los iniciadores: 16msp3F
(posiciones 7050 a 7079; AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA) y 16msp3R
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(posiciones 7562 a  7591; AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA)
obteniéndose un producto de 542 pb; para el segmento central o potenciador
(enhancer) de la LCR se utilizaron los iniciadores: 16msp4F (posiciones 7467 a 7494;
TATGTTTTTTGGTATAAAATGTGTTTTT) y 16msp7R (posiciones 7705 a 7734,
TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT) obteniéndose un producto de 268 pb; y
para amplificar el segmento 3’ o promotor de la LCR se utilizaron los iniciadores:
16msp5F (posiciones 7750 a 7779; TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT) vy
16msp8R (posiciones 86 a 115; ATCCTAAAACATTACAATTCTCTTTTAATA)

obteniéndose un producto de 272 pb*®. La PCR se llevé a cabo en un volumen de 25

ML que contiene 0.2 mM de dNTPs, 10 pmol de iniciadores, 1 mM de MgCl, y 1 U de
AmpliTaq Gold (Perkin-Elmer). La PCR se inicio a 94° C por 9 minutos, seguida por
una amplificacion de 44 ciclos (desnaturalizacibn a 94° C por 30 segundos,
alineamiento a 53° C por 30 segundos y una extension a 68° C por 45 segundos) con
una extension final a 68° C por 7 min. Se verificd la presencia de producto por

electroforesis en gel de agarosa al 2%.

IV.6 Clonacion de los productos amplificados

Los productos de PCR se clonaron utilizando el kit comercial de clonacion
para secuenciacion TOPO TA de Invitrogen, el cual contiene el vector linearizado con
extremos cohesivos en el cual sobresale un aditamento de poli-T unidos
covalentemente a una topoisomerasa que cataliza la reaccion de ligacion del
producto de PCR en forma eficiente y rapida al vector debido a que éste contiene
extremos poliadenilados.

La reaccion de clonacién se realiz6 como sigue: en un tubo se colocaron 2 uL
de agua estéril, 1 yL de salt, 1 pL del Vector TOPO, 2 uL de producto de PCR fresco
(el producto de PCR puede ser viable hasta 7 dias almacenado a -20° C), la reaccién
se dejoé incubando 30 minutos a temperatura ambiente y se agregd en un tubo
eppendorf que contenia 25 uL de células competentes DH5aq, la mezcla se incubd 30
minutos en hielo, se dio un choque térmico a 42° C por 40 segundos y se volvié a
incubar en hielo por 2 minutos. Se adicionaron 100 pL de medio SOC a temperatura
ambiente y se incubd6 en un agitador a 37° C a 275 rpm por 60 minutos. Después de
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la incubacion se plaquearon 90 uL del cultivo en cajas Petri con medio LB con

kanamicina (50 pg/mL)y se incubaron por 18 horas a 37° C.

IV.7 Seleccién de clonas por PCR para secuenciacion

Con el fin de obtener datos representativos de la frecuencia de metilacion de
los sitios CpG de la LCR, se seleccionaron colonias de forma aleatoria para la PCR,
la cual se llevo a cabo en un volumen de 25 yL que contiene 0.2 mM de dNTPs, 10
pmol de los iniciadores M13F/R, 1 mM de MgCl,; y 1 U de polimerasa Promega. La
PCR se inici6 a 94° C por 7 minutos, seguida por una amplificacion de 30 ciclos
(desnaturalizacion a 94° C por 30 segundos, alineamiento a 60° C por 30 segundos y
una extension a 72° C por 1 minuto) con una extension final a 72° C por 7 min. Se
verificé la presencia de producto por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Una vez comprobado que se obtuvo un producto de PCR de acuerdo al peso
esperado se escogieron solo 10 clonas para cada segmento amplificado, los cuales
fueron purificados usando SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) y Exol (Exonuclease
I) de la compania USB. En un tubo se agreg6 9.5 uL del producto de PCR de colonia,
1 uL del buffer 10X SAP, 1 uL de SAP y 0.5 uL de Exol. La mezcla de reaccion se
incub6 por 1 hora a 37° C, posteriormente se inactivo la enzima a 72° C por 30

minutos y enseguida se guardé el producto de PCR purificado a 4° C*2,

IV.8 Secuenciacién de los amplicones obtenidos de la LCR de VPH 16

Los productos purificados se sometieron a reaccion de secuenciacion con el
kit comercial ABI Prism Big Dye terminator cycle sequencing v3.1. La reaccion
consistié en 2 uL del buffer de reaccién 5X, 2 pL del oligonucledtido M13F a 5
pMol/uL, 1.5 uL de Big Dye terminator, 2 yL de agua estéril y 2.5 pyL de producto
amplificado y purificado con Exo-SAP. La reaccion se someti0 a un paso de
desnaturalizacion inicial de 94° C por 3 minutos, seguido de 24 ciclos de 96° C por 30
segundos, 50° C por 15 segundos y 60° C por 4 minutos.

Para purificar los productos de PCR de los componentes de la reaccién de
PCR de secuencia, se precipitd en una mezcla que contenia 3 uL de acetato de
sodio 3M (pH 4.6), 32.5 yL de Etanol desnaturalizado al 95% y 14.5 de agua, se
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mezcld y agitd en vortex por unos segundos y se dejé precipitar toda la noche en frio
(a -20° C). La mezcla se centrifugé a 12,000 rpm durante 30 minutos a 4° C, se
elimind el sobrenadante, se hizo otro lavado con 250 uL de etanol al 70% y se
centrifugd por 10 minutos a 13,000 rpm a 4° C, se elimino el sobrenadante y se seco
el ADN en una centrifuga de vacio Eppendorf. Por dltimo, el boton de ADN se
resuspendio en 20 yL de formamida Hi-Di y la reaccion de secuencia se analizo en el
Secuenciador ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

IV.9 Mapeo de CpGs metilados en la LCR de VPH 16

Las secuencias y sus respectivos cromatogramas se analizaron con los
softwares Chromas version 2.31 y Lasergene version 7.0. La secuencia de referencia
utilizada fue la de VPH-16R de 7906 pb publicada en Los Alamos National
Laboratory*®, en donde se convirtieron todas la citosinas a timinas a excepcion de los
sitios CpGs que se consideraron como metilados (meCpGs), por comparacion de

secuencia es como se detectaron los sitios CpGs.

IV.10 Anélisis estadistico
Se determinaron frecuencias relativas de metilacion para cada sitio CpG, para
los segmentos 5, central y 3’ de la LCR tanto en las muestras de CaCU como en las

muestras con citologia normal.
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V. RESULTADOS

V.1 Patron de metilacién de la LCR de VPH 16 en el plasmido y lineas celulares.

Se incluyeron controles negativos y positivos de metilacién de la LCR. El
plasmido psVPH-16 que fue producido en células competentes de E. coli DH5a no
posee CpGs metiladas (meCpG), por lo que se utiliz6 como control para probar la
eficiencia de modificacion del ADN con bisulfito de sodio y como control negativo de
metilacion, ya que las células de mamiferos poseen esta maquinaria de metilacién y
no las bacterias?®?**3. Se incluyé también como control negativo de metilacién a la
linea celular SiHa, de la cual Badal et al. reportaron que esta desmetilada en el
enhancer y promotor®®. Por otro lado, CaSki fue incluida como control positivo de
metilacion, ya que segun los reportes, el enhancer y promotor estan
hipermetilados®>?,

Para el plasmido psVPH-16 y las lineas celulares SiHa y CaSki se determiné
el patrén de metilacién de un total de 95 sitios CpGs que se localizan en una porcion
de la regién L1 (nucledtidos 7050-7156) y la LCR de VPH 16 (nucleétidos 7150-115).
En psVPH-16 se observo que ningun sitio CpG estd metilado (cuadro 2), indicando
gue la modificacion con bisulfito fue eficiente ya que la presencia de un meCpG
indicaria que no fueron correctamente desaminadas todas las citosinas no metiladas.

En el cuadro 2 se muestra que SiHa estad desmetilada en la porcion distal, en
el enhancer y promotor de la LCR, mientras que la regién estudiada de L1 esta
metilada. CaSki, por otro lado, estd hipermetilada en la LCR, con un patrén de
metilacion heterogéneo en las posiciones 7091, 7136, 7145, 7535, 7554 y 7862, sin
embargo, se observa que los sitios 7428, 7434, 7455, 7461, 7683, 7695, 31, 37, 43,
52 y 58 estan siempre metilados, en cambio el sitio CpG 7270 no esta metilado.

En la figura 2a se muestra un cromatograma en el que se hace una
comparacion entre la secuencia consenso del GenBank* y la secuencia de ADN que
fue modificado con bisulfito. En la figura 2b se muestra como se realizd el

alineamiento de secuencias en el software Lasergene v7.0.
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Cuadro 2. Patrén de metilacion de la LCR de VPH 16 en plasmido y lineas celulares

i LCR CENTRAL i
L1 LCR 5’ (DISTAL) (ENHANCER) LCR 3’ (PROMOTOR)
7091 | 7136 | 7145

7270 | 7428 | 7434 | 7455 | 7461 || 7535 | 7554 | 7677 | 7683 | 7695 || 7862 | 31 [ 37 [ 43 [ 52 [ 58
CpG | CpG | CpG

CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG [ CpG | CpG | CpG | CpG | CpG

I I
NOTA: Un cuadro negro indica un CpG metilado, un cuadro blanco indica gque no estd metilado.

a)
7862 « CpGs del segmento 3’ de la LCR de VPH 16 — 31 37 43 52 58
Voo 22 2 vy v 4 — V,
GenBank % (;zgg:mucc TTTTCGCTTACACATTTACAAZGCMCTTATATAATMTACTAMCIACAATMTTCATCTATMMCTM'ZJEE: AA i AAA C TTCM AAA(J:l(;
AWHET ‘T --"---‘---T-u AR NN M AR AR RN .Ers%T::? T
| \ \ ‘ w ‘\( I \
| | \ H\( ” "HH ”'“
\ \ I “ it ‘Hl \H\
H \H \ h
AL W A Ay fa A
b)
MegAlign - [Untitled | jenfe )
JGiFle Edt Algn View Optons MetSearch Window Help =] x

Sequence Nam | < Pos =

“Eme -

gCDnsensus
4 Sequences

g

2% 3

Figura 2. Analisis de secuencias para el segmento 3’ de la LCR de VPH 16. a) Se observa un
cromatograma donde se ubican en un cuadro los seis sitios CpG, con una flecha se sefialan las
citosinas que se convirtieron a timinas. b) En la imagen se observa el alineamiento de las secuencias
para el segmento 3’ o promotor de la LCR del plasmido psVPH-16 y las lineas celulares SiHa y CaSki,
utilizando el software Lasergene v7.0, el cual marca con un cuadro rojo la homologia de 100% y con
un cuadro negro una homologia de 0%, la ubicacién de los sitios CpG se observa en un cuadro
purpura. Un CpG metilado se observa como CG, un CpG no metilado se observa como TG.

V.2 Patron de metilacion de la LCR de VPH 16 en CaCU y citologia normal

Se analizaron un total de 1470 sitios CpG para la porcion de la region L1 y la
LCR de VPH 16 (950 sitios CpG para CaCU y 520 sitios CpG para citologia normal).
En el cuadro 3 se ilustra el patrén de metilacion en las muestras de CaCU, se indican

las variantes de VPH 16 y la clasificacion del tumor en base a la FIGO. Se observa
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una mayor metilacion en la porcion distal de la LCR y en L1; el enhancer y el
promotor estan hipometilados, sin embargo, es notorio que la biopsia CC41 esta mas
metilada que CC76, ambas con la misma variante viral pero estadio de carcinoma
diferente; mientras tanto, la biopsia CC36 y CC45 tienen el mismo estadio de
carcinoma, la misma variante viral y presentan un patron de metilaciéon un tanto
similar, aunque cabe sefalar que el origen tumoral es diferente, CC36 es un

carcinoma celular escamoso (CaCE) y CC45 es un adenocarcinoma (ACa).

Cuadro 3. Patrén de metilacion de la LCR de VPH 16 en muestras de cancer cérvicouterino

L1 LCR 5’ (DISTAL) "éﬁﬁfﬁ‘gg%" LCR 3’ (PROMOTOR)
7091 | 7136 | 7145

7270 | 7428 | 7434 [ 7455 [ 7461 || 7535 | 7554 | 7677 [ 7683 [ 7695 || 7862 | 31 [ 37 [ 43 [ 52 [ 58
CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG | CpG

R
===
See———————— ———
j——
m
-
| I _Iu
i H I

T Clave de la muestra; f Variante; *Clasificacion del tumor en base a la FIGO
NOTA: Un cuadro negro indica un CpG metilado, un cuadro blanco indica que no estd metilado.

En el cuadro 4 se ilustra el patron de metilacion en las muestras de citologia
normal, que debido a la limitante en cuanto a la cantidad de ADN extraido en un
raspado de células cervicales y al poco niumero de copias virales que pudieran

encontrarse en una infeccién inicial del epitelio cérvicouterino, no contamos con
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suficiente ADN para tener el patrén de metilacion completo para L1 y la porcion distal
de la LCR en todas las muestras, sin embargo, en la que logramos procesar
observamos que esta hipometilada; el enhancer no estd metilado en todos los
especimenes. En cambio, se observa un patrén de metilacion caracteristico en los
sitios 31, 43 y 58, estos sitios metilados se ubican en el sitio de union para la
proteina E2 (E2BS) la cual regula la transcripcion viral, sin embargo, la metilacion de

estos sitios puede evitar también la union de factores de transcripcion celular.

Cuadro 4. Patron de metilacion de la LCR de VPH 16 en citologia normal

L1 LCR 5 (DISTAL) '-éﬁﬁf,\’}‘gg%‘- LCR 3 (PROMOTOR)

7091 | 7136 | 7145 || 7270 | 7428 [ 7434 [ 7455 | 7461 || 7535 [ 7554 [ 7677 | 7683 [ 7695 || 7862 | 31 [ 37 | 43 [ 52 [ 58
CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG CpG | CpG | CpG | CpG | CpG

couare™ ]

T Clave de la muestra
NOTA: Un cuadro negro indica un CpG metilado, un cuadro blanco indica que no estd metilado.

En la figura 3 se muestra la frecuencia relativa de metilacion de los 19 sitios
CpG analizados, la porcion L1 estd metilada en un 40.7% en CaCU y en un 3.3% en
citologia normal, la porcion distal de la LCR esta metilada en un 22% en CaCU y en
un 2% en citologia normal; el enhancer esta metilado en un 1.2% en CaCU y 0% en
citologia normal, y el promotor esta metilado en un 7% en CaCU y un 37.5% en

citologia normal.
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Figura 3. Frecuencia de metilacion de 19 sitios CpG en el genoma de VPH 16. La frecuencia de
metilacion se determind en el caso de las lineas celulares SiHa y CaSki de cinco clonas diferentes
para los segmentos L1/distal, enhancer y promotor; para el caso de las muestras de cancer
cérvicouterino y citologia normal la frecuencia de metilacion se determiné de 10 clonas diferentes para
los segmentos L1/distal, enhancer y promotor de la LCR.
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VI. DISCUSION

En este trabajo se determind el patron de metilacion de la LCR (865 pb) y
parte del gen L1 (107 pb) del ADN de VPH 16 en muestras de CaCU, de citologia
normal, del plasmido que contiene VPH 16 y de las lineas celulares SiHa y CaSki.

Los resultados obtenidos en las lineas celulares SiHa y CaSki fueron similares
a lo reportado en el enhancer y promotor de la LCR en estudios previos™?°. Nuestros
resultados muestran que SiHa esta completamente desmetilada en la LCR y metilada
en L1, por otro lado, CaSki muestra un patron de metilacion heterogéneo en la LCR y
L1, lo que nos puede sugerir, que estas diferencias en cuanto al patron de metilacion
pueden deberse al nimero de copias virales que se integraron al genoma celular, el
cual es mayor en CaSki (500 copias) que en SiHa (1-2 copias). Por otro lado surge la
interrogante de como se expresan los oncogenes a partir de una LCR metilada en el
caso de CaSki y de una LCR no metilada en el caso de SiHa. Es conocido que la
continua expresion de E6 y E7 son necesarias para la progresion maligna y para el
mantenimiento del fenotipo transformado y que durante el ciclo de vida de VPH 16 la
union de E2 a los E2BS impide la unién de factores de transcripcion, de esta forma
se regula la transcripcién de las oncoproteinas, sin embargo al interrumpirse el ciclo
de vida en la integracion viral, E2 se pierde, por tanto, se favorece la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7****. En el caso de SiHa, observamos que la LCR de VPH esta
desmetilada, por tanto la unién de los factores de transcripcion AP-1, NF1, Oct-1,
TFIID, MSPF y Spl, favoreceran positivamente la expresion de los oncogenes®***>°,
en cambio, la LCR de VPH en CaSki esta casi totalmente silenciada por metilacion,
sin embargo, la expresion de los oncogenes puede darse a partir de dos vias, la
primera es que procedan de un loci de integracién diferente que no esté metilado®,
la segunda es debido al factor de transcripcibn Spl, el cual tiene un sitio de
reconocimiento GGCG, que incluye un sitio CpG*. Spl tiene la caracteristica de

unirse a su secuencia blanco esté o no esté metilado el sitio CpG3®°°

, el sitio de
union de Spl en la LCR cae justamente en la CpG 38, que como se observa en el
cuadro 2, esta totalmente metilado en CaSki y a pesar de estar silenciado, Spl

pudiera estar involucrado en la expresion de los oncogenes. Adicionalmente, en la
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LCR se encuentra un sitio de union de activadores o potenciadores denominado
MSPF (Methylation-Sensitive Papillomavirus Transcription Factor), los cuales se
ubican entre las posiciones 7550-7556 y 7680-7686, la desmetilacion de los sitios
CpG 7554 y 7683 en el enhancer favoreceria la union de activadores, lo que
potenciaria atin mas la transcripcién oncogénica®’°8.

Nosotros observamos que la LCR en las muestras de CaCU esta metilada en
un 9.9% a comparaciéon del 18.6% en citologia normal, lo que quiere decir que la
metilacion inducida por la integracion del genoma viral en citologia normal es mayor
que en las de CaCU. También observamos que el promotor de la LCR esta mas
metilado en citologia normal que en CaCU, lo que sugiere que la desmetilacién de
este segmento beneficia la union de factores de transcripcion que favorecen la
expresion de las oncoproteinas virales E6/E7.

Se ha reportado que la metilacién del genoma del VPH puede ser el resultado
de un mecanismo de defensa celular en contra de genomas foraneos, el cual se
induce al momento en que el genoma viral ingresa a la célula y cuando se integra al
genoma celular*>*3%%"_ A partir de estos antecedentes, nos planteamos la hipétesis
de que si los genomas integrados del VPH son blancos de metilacion eficiente, el
patrén de metilacion seria el mismo tanto en CaCU como en citologia normal, sin
embargo, al hacer el andlisis de nuestros resultados encontramos patrones de
metilacion diferentes, la metilacion fue mas frecuente en el promotor de la LCR en
citologia normal y en la porcion distal de la LCR en CaCU. La metilacion del promotor
en muestras de citologia normal puede ser resultado de un mecanismo de defensa
celular, como pudiera ser el caso de las muestras CQ65, CQ122 y TH384 (cuadro 4),
sin embargo, la hipometilacién del promotor como se observa en la muestra CQ1476,
pudiera estar asociada con el inicio de una neoplasia al ser permisible la union de
factores de transcripcién que favorecen la expresion de los oncogenes E6/E7. En los
casos de CaCU, la hipometilacion del promotor pudiera asociarse con el
mantenimiento del fenotipo transformante, ademas es posible que la hipometilacion
de los sitios MSPF en el enhancer y la unién de factores de transcripcion en el
promotor potencien la transcripcion de los oncogenes E6/E7. Las muestras CC36 y

CC45 que provienen de un carcinoma celular escamoso tienen la misma variante
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viral, el mismo estadio de carcinoma y no tienen metilado el enhancer y el promotor,
esto parece indicar que este estado de metilacién puede favorecer a la evolucion del
carcinoma celular escamoso a un estadio mas severo, como seria el caso de la
muestra CCO06 que tiene un patrén de metilacion similar pero con otra variante. Otro
dato interesante se observa en las muestra CC41 que proviene de un carcinoma
celular escamoso y la muestra CC76 que proviene de un adenocarcinoma, ambas
muestras tienen la misma variante y estdn en el estadio Il segun la clasificacion
histopatoldgica, pero existe una mayor metilacion en L1, la porcién distal y promotor
de la LCR en la muestra CC41 a diferencia de la muestra CC76, esto parece indicar
qgue la variante AA-a indujo una mayor metilacion en epitelio escamoso que en
epitelio cilindrico simple.

El nimero de muestras con las que se realiz6 este estudio, permitid obtener
resultados que aportan una valiosa informacién ya que logramos determinar el patron
de metilacion de la LCR de VPH 16 en muestras que tienen el virus integrado,
disminuyendo las variaciones que pudieran existir en muestras donde el genoma viral
estuviera en un estado episomal o coexistiera el estado episomal/integrado. El
estudiar muestras con VPH integrado permiti6 coadyuvar a demostrar que la
metilacion de la LCR juega un papel muy importante en la regulacion de la
transcripcion y la expresién genética del genoma viral. Para entender como el virus
utiliza la maquinaria de metilacién para desarrollar un fenotipo maligno cuando éste
se integra desde la primera infeccion, seria interesante determinar el patrén de
metilacion de la LCR en lesiones de alto y bajo grado en las que ademas de
determinar el estado fisico viral por PCR para el gen E2, también se afine la técnica
con la amplificacion de ARN mensajeros para E2. También seria importante
determinar las variantes y la carga viral que pudiera estar integrada al genoma
celular y si el sitio de integracién de alguna manera favorece o no la metilacion de los
genomas virales, de esta forma se podria considerar si se incluye como un marcador
de progresion a CaCU.

En conclusion, la integracién del genoma viral en CaCU vy citologia normal no

indujo un patrén de metilacion homogéneo en la LCR de VPH 16.
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